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論　　文　　の　　要　　旨
　レニンは血圧調節系のひとつであるレニン。アンジオテンシン系において，ホルモン前駆体であ
る基質アンジオテンシノーゲンに作用してアンジオテンシンエを遊離するプロテアーゼである。レ
ニンは生体内に微量にしか存在しないため単離，精製は困難をきわめ，その生理，生化学的重要性
にもかかわらず構造と機能等，ほとんどの部分が未知のままであった。しかし，遺伝子工学の導入
によりヒトを含むいくつかのレニン遺伝子及びcDNAがクローニングされ，その塩基配列から全一
次構造（アミノ酸配列）が決定されてレニンの研究は新しい展開をみせた。そして，このcDNAを
外来遺伝子発現系に導入することにより大量のレニンを得ることが可能となった。
　一方，遺伝子工学や細胞工学の発展は，遺伝情報を変換することにより理論的には思い通りのア
ミノ酸配列をもつ蛋白質を造り出すことを可能にした。この「蛋白質工学」と呼ばれる手法の出現
は，蛋白質の構造と機能の研究に新境地を開き，更には新しい機能をもつ蛋白質を創造できる可能
性を生じた。これらを背景として，本研究ではレニンの研究に蛋白質工学の手法を導入することに
より，まずレニンの構造と機能を解析する系を確立することを試みた。
　腎由来のレニンは糖蛋白質であることが知られている。一般には糖蛋白質における糖鎖の機能に
ついては様々なことが考えられているが，レニンの糖鎖については未だに明らかにされていない。
そこで本研究ではヒト・レニンにおける糖鎖の役割を明らかにするために，蛋白質工学的手法を用
いて糖鎖結合部位を改変したヒト・レニンを作成し，その性質を調べた。
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　まず蛋白質工学の手法を用いて研究を行なううえで標準となるヒト・レニンを確立するために，
動物細胞を用いて合成した組み換え型ヒト・レニンについてヒト腎由来のレニンと諸性質の比較検
討を行なった（第一章）。その結果，本研究で用いた動物細胞を宿主とする外来遺伝子発現系により
生合成された組み換え型ヒト・レニンは分子量や等電点等の物理化学的一性質において，また酵素活
性等の生化学的性質においてもヒト生体申のレニンとほぼ同一の性質を持つものであることが確認
できた。これによりこの組み換え型ヒト・レニンを蛋白質工学における標準の天然型ヒト・レニン
（wi1d－type）とした。
　次にヒト・レニンにおける糖鎖の役割を調べるために蛋白質工学的手法を用いて糖鎖結合部位改
変レニンを作成し，その性質を調べた（第二章）。
　ヒト・レニンのアミノ酸配列上に存在する2カ所のアルパラギン結合糖鎖結合部位（Asn－5と
Asn－75）に対して，ヒト・レニンcDNAに部位特異的塩基置換を導入することにより，このアスパ
ラギン（Asη）のうち片方，あるいは両方がアラニン（A1a）に置換されて翻訳される変異型ヒト・
レニン遺伝子を作成した。これら3種類の変異遺伝子（Asn－5→Aia，Asn－75→A1a，Asn－5，一75→
A1a）をそれぞれ動物細胞用発現ベクターに組み込み，天然型ヒト。レニン遺伝子を組み込んだベク
ターと同時並行して，COS細胞（アフリカミドリザル腎細胞由来）に導入し，一過性で発現させた
各レニンについてその性質及び挙動の比較検討を行なった。
　COS細胞で発現した各改変レニンを調べたところ，ヒト・レニンでは予測された2カ所の糖鎖結
合部位の両方に糖鎖が結合すること，糖鎖に微少な不均一性が存在すること，が明らかとなった。
またAsn－5とAsn－75に付加する糖鎖には大きさに違いがあり，部位選択的な糖鎖の付加が起こっ
ていることも示唆された。
　各改変型レニンの比活性は天然のものとほぼ同一であったが，培地中へのレニンの分泌量は改変
した部位により大きな差がみられた。特に，糖鎖をもたないもの（Asn－5，一75→A1a）の培養上清
中の含量は天然型の5％程度であった。さらに，この糖鎖が全く結合できなくなった改変レニンで
は培養上清中での安定性の低下がみられた。これらの結果は糖鎖がレニン分子の安定化と分泌に関
与することを示唆するものであった。
　この結果をさらに考察するために，各改変レニン遺伝子をCHO細胞（チャイニーズハムスター卵
巣細胞由来）に導入し，各改変レニン産生細胞株を樹立した。これらの細胞株は安定に各レニンを
生産することから，培養上清から各改変レニンを精製し，この精製したレニンを用いて糖鎖のレニ
ン分子の安定生への寄与を調べた。
　CHO細胞を用いて発現させたのち精製した各レニンについて酵素化学的性質を検討した結果，比
活性は皆ほぼ等しかった。しかしレニン分子のpH及び熱安定性を比較した結果，糖鎖を持たないも
の，とくにAsn－75に糖鎖をもたないものは安定性の著しい低下がみられた。Asn－75は酸性プロテ
アーゼに特有の，基質との相互作用に関与すると考えられる「フラップ」領域近傍に位置しており，
Asn－75に糖鎖が付加した構造はこうした領域の構造を安定に保つのに重要であると思われる。また
プロテアーゼ抵抗性を調べた結果，半減期は天然型：45分，Asn－5→A1a：30分，Asn－75→A1a：20
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分，Asn－5，一75→A1a：ユ0分であった。この結果，レニンの糖鎖は付加したそれぞれの位置（Asn－5
とAsn－75）においてレニン分子をプロテアーゼの分解から妨げる働きをしていることが明らかに
なった。
　また糖鎖の分泌への関与を調べるためにアフリカッメガエル卵母細胞をもちいて各改変レニンを
発現し，その性質と挙動を調べた。
　卵母細胞において，糖鎖をもたないものはプロセシングを受けることなく細胞外へ分泌されたの
に対し，少なくとも一カ所に糖鎖をもつものでは生合成されたもののほとんどが細胞内に留められ，
プロセシングを受けることが明らかになった。このことは卵母細胞において，糖鎖の有無が細胞外
へのレニンの分泌に影響を及ぼしていることを示しており，レニンの糖鎖がレニン分子の細胞内で
の認識から分泌までの過程に関わっていることを強く示唆するものである。
　以上本研究により，ヒト・レニンにおいて糖鎖は酵素活性には大きな影響を与えないが，レニン
分子の安定性の保持と分泌に重要な役割を担っていることが明らかとなった。
審　　査　　の　　要　　旨
　本論文は，重要な生理作用をもち，医学的にも生理・生化学的にも多くの興味がもたれている酵
素，レニンの研究に蛋白質工学という新しい手法を導入し，これを用いてヒト・レニンの糖鎖の役
割を明らかにしたものである。
　レニンのような動物由来の酵素，特にプロテアーゼの研究に蛋白質工学を導入した例は未だ少な
く，動物細胞を用いた外来遺伝子発現系を研究目的に応じて使い分けている点からも本研究の技術
の高さがうかがえる。本研究で得られた知見や技術は今後のレニンや酸性プロテアーゼの構造と機
能に関する研究に大きな可能性を示し，その発展的価値も高い。また，この手法を糖鎖の役割を解
析する手段として用い，今まで不可能であった複数の糖鎖をもつ糖蛋白質のそれぞれの糖鎖の役割
についての研究を行ない多くの知見を得たことは，研究の独創性において，かつ糖蛋白質の研究に
新しい境界を開くものとして高く評価できる。
　よって，著者は学術博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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